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3Parte
introduttiva
41. Anatomia dell’occhio
L’apparato visivo (fig. 1) è costituito principalmente da tre formazioni:
- un organo sferoidale, situato nella cavità orbitaria (bulbo oculare);
- un insieme di fibre nervose che si dipartono dal bulbo per finire nella corteccia
cerebrale (nervo ottico);
- strutture accessorie disposte attorno al bulbo oculare (annessi oculari come
palpebre, congiuntiva e apparato lacrimale).
Fig. 1 - Rappresentazione schematica dell’occhio
51.1 Il bulbo oculare
Il globo oculare è un organo sferico leggermente appiattito in senso verticale ed è
contenuto per cinque sesti all’interno della cavità orbitaria formata da tessuto
osseo.
Vi si individuano, partendo dall’esterno, tre tonache concentriche:
1) la tonaca esterna o fibrosa, che ha la funzione di proteggere le strutture più
interne, e si differenzia posteriormente in sclera (ne costituisce i cinque
sesti) o sclerotica ed anteriormente in cornea (un sesto);
2) la tonaca intermedia o vascolare, detta uvea, ampiamente vascolarizzata
(detta infatti membrana nutritiva) e pigmentata, che si divide anteriormente
in iride, posteriormente in coroide e medialmente in corpo ciliare;
3) la tonaca interna o nervosa, formata esclusivamente dalla retina, struttura
nervosa deputata alla percezione visiva. Le membrane oculari si
interrompono al polo posteriore del bulbo oculare per far passare le fibre
nervose provenienti dalla retina; queste si raccolgono in fasci per andare a
costituire il nervo ottico, che segna l’inizio delle vie ottiche. Esso percorre la
cavità orbitaria, penetra nella scatola cranica attraverso il forame ottico e
giunge alla sella turcica ove si incrocia parzialmente con il nervo ottico
controlaterale (chiasma ottico). Le fibre ottiche decorrono successivamente
negli strati inferiori dell’encefalo per raggiungere infine la corteccia
occipitale.
Posteriormente il bulbo oculare è avvolto da tessuti molli, che gli conferiscono
protezione elastica nella cavità orbitaria e che si continuano all’esterno in
formazioni muscolo-cutanee (palpebre), mucose e tessuti ghiandolari (congiuntiva
ed apparato lacrimale). Su di esso si inseriscono i muscoli che gli assicurano la
mobilità per direzionare lo sguardo.
61.1.1 La tonaca esterna
La sclera: è composta da uno strato di tessuto fibroso, di colore biancastro, dotato
di una marcata consistenza ed elasticità.
La sclera si estende dal limbo sclerotico della cornea al nervo ottico, dove diventa
continua con le guaine durali ed aracnoidee del nervo ottico.
Posteriormente è presente una perforazione sclerale dove passano le fibre del
nervo ottico. (Mafee et al., 2006)
La cornea: negli adulti il diametro orizzontale della cornea è di 11,5-12,0 mm,
mentre il diametro verticale è circa 1 mm più grande di quello orizzontale. Lo
spessore è di circa 0,5 mm al centro ed aumenta gradualmente spostandosi verso
la periferia.
Essa agisce da mezzo diottrico; è una membrana trasparente, non è
vascolarizzata, ma è ricca di fibre nervose, inoltre è resistente e flessibile.
La forma è piatta in periferia, mentre diventa ripida centralmente; questo crea un
sistema ottico asferico. Anteriormente la rigidità stromale sembra essere
particolarmente importante per mantenere le curvature corneali; questo può
essere dovuto alla differente organizzazione nei fasci di collagene.
La cornea umana è composta da 5 strati riconosciuti (fig. 2), 3 cellulari (epitelio,
stroma ed endotelio) e 2 interfacce (membrana di Bowman e membrana di
Descemet):
7Fig. 2 - Cornea umana
 epitelio: la superficie epiteliale della cornea crea la prima barriera verso
l’ambiente esterno ed è parte integrante dell’interfaccia film lacrimale-cornea.
E’ costituito da 5 a 8 piani di cellule, ricche di monofibrille ed unite da
desmosomi.
 membrana di Bowman: si trova anteriormente allo stroma. Non è una
membrana, ma un condensato acellulare della porzione più anteriore dello
stroma. Questo strato liscio è di circa 15 μm di spessore ed aiuta la cornea a
mantenere la sua forma.
 stroma: costituisce la parte strutturale della cornea, comprendendone l’80-85%
del suo spessore. Formato da circa 50 lamelle, sovrapposte in diversi piani, di
sostanza amorfa glicoproteica. Negli spazi tra le lamelle si trovano le cellule
corneali o cheratinociti, di natura connettivale e di forma appiattita, provviste di
prolungamenti lamellari.
 membrana di Descemet: è prodotta continuamente dalle cellule dell’endotelio. I
3 μm posti anteriormente della membrana di Descemet, secreti prima della
nascita, presentano bande distintive, mentre la membrana di Descemet
prodotta dopo la nascita ha una consistenza amorfa ultrastrutturale.
8 endotelio: è lo strato corneale più interno, delimita anteriormente la camera
anteriore ed è costituito da un monostrato di cellule che appare come un nido
d’ape se visto dal lato posteriore (DelMonte, Kim, 2011).
La cornea contiene circa il 78% d'acqua, insieme a collageno (12-15%) e
proteoglicani (1-3%) quali maggiori elementi strutturali. Altri componenti sono le
proteine solubili, le glicoproteine ed i lipidi. Nella cornea sono anche presenti soluti
a basso peso molecolare ed elettroliti, quali Na+ e Cl-, il cui trasporto gioca un
ruolo fondamentale nel controllo dell'idratazione.
Essendo la cornea un tessuto non vascolarizzato, i composti necessari per
mantenerla vitale, quali ossigeno e glucosio, sono forniti rispettivamente dal film
lacrimale e dall'umore acqueo (Maurice et al., 1984).
91.1.2 La tonaca intermedia
L’uvea è la tunica vascolarizzata compresa tra la sclera e la retina. E’ riccamente
vascolarizzata ed ha due funzioni principali: quella nutritizia e quella di assorbire la
luce eliminando la diffrazione e la rifrazione dei raggi luminosi contribuendo a
rendere possibile la visione distinta. L’uvea si struttura nel modo seguente:
 coroide: è una membrana connettivale che si estende dal nervo ottico fino
all’ora serrata, il confine con il corpo ciliare. E’ di colore bruno scuro per la
presenza di numerosi cromofori, inoltre è fortemente vascolarizzata. La
coroide può essere divisa in quattro strati che, dall’interno verso l’esterno,
sono: membrana di Bruch, coriocapillari, stroma e sopracoroide.
 corpo ciliare: si trova tra la coroide (posteriormente) e l’iride (posta
anteriormente). Può essere considerato come un anello completo che corre
attorno l’interno della sclera. Il corpo ciliare è composto dall’epitelio ciliare,
dallo stroma ciliare e dal muscolo ciliare; quest’ultimo è detto anche muscolo
dell’accomodazione ed ha la funzione di modificare il potere rifrattivo,
agendo sul cristallino (fenomeno dell’accomodazione).
 iride: forma la porzione anteriore dell’uvea. E’ un diaframma sottile,
contrattile e pigmentato con al centro un’apertura, la pupilla. L’iride è
sospesa nell’umor acqueo tra la cornea e la lente e divide il compartimento
oculare anteriore in camera anteriore e posteriore. L’umor acqueo, formato
dai processi ciliari nella camera posteriore, circola attraverso la pupilla nella
camera anteriore. L’iride rappresenta il sistema visivo capace di regolare
l’intensità luminosa e la profondità di campo.
1.1.3 La tonaca interna
La retina è la più interna delle membrane dell’occhio. La superficie interna della
retina è in contatto con il corpo vitreo, mentre la sua superficie esterna è in
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contatto con la coroide. La retina può essere grossolanamente suddivisa in 2
strati:
1) lo strato più interno: composto da neuroni fotorecettori, neuroni bipolari e da
neuroni gangliari.
2) lo strato più esterno: consiste in un singolo strato di cellule i cui nuclei sono
adiacenti alla lamina basale della coroide.
L’apporto di sangue alla retina deriva da due fonti: la lamina esterna è
vascolarizzata dai capillari coroidali, mentre la lamina interna dall’arteria retinica
centrale. (Mafee et al., 2006)
1.1.4 Cavità ed umori oculari
Il globo oculare contiene una grande cavità interna che è suddivisa in due parti,
una anteriore ed una posteriore:
1. Cavità anteriore: presenta a sua volta due suddivisioni conosciute come
camera anteriore e camera posteriore. L’intera cavità anteriore si trova davanti
alla lente ed è delimitata posteriormente dall’iride e anteriormente dalla cornea,
mentre la camera posteriore è delimitata anteriormente dall’iride e
posteriormente dalle fibre zonulari e dal cristallino.
L’umore acqueo, che riempie entrambe le camere della cavità anteriore, è un
liquido trasparente, incolore, senza elementi morfologici. L’umore acqueo si
forma per secrezione dall’epitelio dei processi ciliari; quindi si versa nella
camera posteriore e da questa passa, scorrendo fra iride e cristallino,
attraverso la pupilla, nella camera anteriore, dove è riassorbito. Il
riassorbimento ha luogo principalmente all’angolo dell’iride; qui, sollecitato da
una pressione endoculare che normalmente si aggira sui 14-20 mmHg,
attraversa un filtro (trabecolato sclerocorneale) e si immette nel canale di
Schlemm, dal quale fuoriesce tramite le vene acquose o episclerali. In
condizioni normali, l’umore acqueo viene drenato dalla camera anteriore in
misura uguale a quanto ne viene prodotto nella camera posteriore, così che la
quantità di umore acqueo nell’occhio rimanga sempre relativamente costante e
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di conseguenza anche la pressione oculare rimanga costante.
L’umor acqueo è uno dei mezzi rifrattivi dell’occhio e contribuisce alla
nutrizione degli elementi che bagna, particolarmente del cristallino e della
cornea.
2. Cavità posteriore: è significativamente più grande di quella anteriore, poiché
essa occupa tutto lo spazio che si trova dietro alla lente, al legamento
sospensore e al corpo ciliare; essa contiene una sostanza incolore, trasparente
che ha una consistenza paragonabile a quella di una gelatina morbida, detta
corpo vitreo. Viene detto anche umore vitreo e le sue principali funzioni sono:
 di sostegno in quanto riempie il bulbo;
 di protezione, infatti se compresso il bulbo torna alla sua forma originaria,
ammortizzando gli urti;
 ottica, è trasparente.
Inoltre all’interno dell’occhio si trova anche il cristallino che, insieme alla cornea,
forma il diottro oculare. Il cristallino è una struttura trasparente, elastica e piuttosto
solida, a forma di lente biconvessa, situato tra iride e corpo vitreo, racchiuso in
una capsula connessa con il corpo ciliare tramite il legamento sospensore ed è
coinvolto nel meccanismo dell’accomodazione; è privo di innervazione e di vasi
sanguigni, perciò riceve nutrimento dall’umore acqueo per diffusione. Partecipa
alla focalizzazione dei raggi luminosi sulla retina ed ha la facoltà di variare la
propria curvatura permettendoci di vedere a fuoco a tutte le distanze. E’ una lente
positiva e il suo valore è di circa 20 diottrie quando il cristallino è completamente
rilassato.
Con l’età il cristallino perde elasticità e trasparenza, risultando minore, di
conseguenza, anche il potere accomodativo (Miglior, 1999).
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1.2 Le vie ottiche
Le fibre nervose provenienti dalla retina, ad un certo livello si raccolgono in fasci
per costituire il nervo ottico. E’ il nervo che trasmette le informazioni visive dalla
retina al cervello. Il nervo ottico è il secondo di 12 paia di nervi cranici; è lungo
circa 5 cm, lascia l’orbita attraverso il canale ottico, raggiungendo il chiasma ottico
in cui si assiste a una parziale decussazione delle fibre nervose; quelle provenienti
dalle emiretine nasali si incrociano e proseguono nel tratto ottico controlaterale. La
maggior parte degli assoni del nervo ottico termina nel corpo genicolato laterale,
da dove le informazioni vengono trasmesse alla corteccia visiva.
1.3 Annessi oculari
Gli annessi oculari sono strutture accessorie disposte intorno all'occhio e
comprendono:
a. palpebre: ricoprono l’occhio e svolgono un importante lavoro di protezione del
bulbo oculare e, in particolare, della cornea, contribuendo alla distribuzione del
liquido lacrimale. Le palpebre sono provviste di ghiandole lacrimali e ciglia.
Svolgono, tra l’altro, la funzione di proteggere dalla luce eccessiva e dalla
polvere. Le palpebre sono costituite da una struttura muscolo-tendinea
ricoperta dalla cute all’esterno e internamente dalla congiuntiva.
b. congiuntiva: è una membrana mucosa di derivazione ed in continuazione con
la cute, che riveste la faccia posteriore delle palpebre e la parte anteriore
dell'occhio. Forma nel suo insieme una specie di sacco, il sacco congiuntivale,
chiuso quando le palpebre si toccano con i loro margini liberi, comunicante con
l'esterno attraverso la rima palpebrale, quando le palpebre sono aperte. Le
pareti anteriore e posteriore del sacco sono addossate l'una all'altra, tanto che
la cavità che delimitano è in realtà una fessura. Le lacrime, che di continuo si
versano nel sacco congiuntivale, mantengono la congiuntiva umida.
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c. apparato lacrimale: costituito dalle ghiandole lacrimali e dalle vie lacrimali
(fig. 3):
Fig. 3 - Apparato lacrimale
 ghiandola lacrimale: è una ghiandola tubulare composta situata nella parte
supero-laterale della regione orbito-palpebrale che si apre, mediante un certo
numero di canali escretori, nella parte supero-laterale del fornice
congiuntivale. La sua funzione è quella di secernere le lacrime. Le lacrime,
che vengono prodotte continuamente, facilitano lo scorrimento delle palpebre
sul globo oculare, rimuovono le particelle solide che si depositano dall'aria
atmosferica ed impediscono i dannosi effetti che l'evaporazione degli umori
avrebbe sull'epitelio della cornea e della congiuntiva. La ghiandola ha colore
rosso-grigio ed aspetto lobulato dividendosi in due porzioni: ghiandola
lacrimale superiore (la principale) e ghiandola lacrimale inferiore.
I condotti escretori delle ghiandole lacrimali (3-5 per la superiore e 6-8 per la
inferiore) hanno un calibro di 0,3-0,4 mm, sono paralleli fra loro e si aprono
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nella parte laterale del fornice congiuntivale, formando una serie regolare di
orifizi. Alcuni condotti della ghiandola superiore attraversano quella inferiore,
ricevendone la maggior parte dei condotti, ma su questo vi è una grande
variabilità.
 vie lacrimali: le lacrime, che si versano continuamente nel sacco
congiuntivale, si raccolgono all'angolo mediale dell'occhio, nella regione del
lago lacrimale, dove trova inizio la loro via di escrezione, rappresentata da:
- sottili condotti lacrimali: si aprono nel sacco della congiuntiva per mezzo
dei punti lacrimali e sboccano nel sacco lacrimale;
- sacco lacrimale: specie di serbatoio accolto nell'omonima fossa ossea;
- condotto naso-lacrimale: drenando il serbatoio, decorre nella parete
laterale delle fosse nasali e sbocca nel meato inferiore.
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2. Lesioni corneali
Uno sfregamento superficiale dell’epitelio corneale, il contatto con corpi estranei,
come particelle metalliche, di vetro o di plastica, oggetti che entrano nell’occhio
con particolare forza e penetrano in profondità, contatto con acidi o basi, calore o
radiazioni ultraviolette sono tutti traumi che possono condurre ad alterazioni del
tessuto corneale come abrasioni, lacerazioni o perforazioni.
Le alterazioni della cornea possono essere di natura flogistica, degenerativa-
distrofico e traumatica.
1. Alterazioni di natura flogistica.
Esse sono definite cheratiti. Tale termine è comunemente impiegato per indicare
non solo lesioni infiammatorie secondarie all’azione di microrganismi o virus, ma
anche alcune affezioni legate ad un alterato trofismo della membrana. Una prima
e fondamentale suddivisione delle cheratiti è quella in infettive e non.
Le infettive riconoscono varia eziologia:
a. forme batteriche: possono essere distinte secondo uno schema tradizionale
in suppurative o ulcerative e non suppurative o interstiziali. Le prime sono
caratterizzate da una perdita di sostanza, più o meno estesa e profonda,
conseguente a infiltrazione, distruzione e necrosi del tessuto corneale; le
altre sono quasi sempre di natura specifica ed interessano prevalentemente
lo stroma con fenomeni infiltrativi e di proliferazione vascolare;
b. forme virali: in rapporto alla sede possono essere classificate in superficiali
e profonde;
c. forme micotiche: raramente si presentano come forme primitive in quanto di
solito sono secondarie ad una infezione corneale preesistente, in genere di
natura erpetica, o ad una abrasione corneale provocata da un oggetto
contaminato, specie di origine vegetale. Si riscontrano con maggiore
frequenza in individui che presentano deficit immunitari, diabete,
ipovitaminosi, in alcolizzati e in tossicodipendenti.
Le cheratiti non infettive invece si dividono in: cheratocongiuntivite secca, cheratite
da lagoftalmo, cheratite filamentosa, cheratite neurotrofica e neuroparalitica.
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2. Alterazioni di natura degenerativa-distrofica.
In linea di massima la degenerazione può considerarsi un processo di
deterioramento del tessuto, spesso con accumulo di sostanze chimicamente
estranee e metamorfosi patologica dei costituenti cellulari. La distrofia è, invece,
un’alterazione morfo-funzionale conseguente a modificazioni del normale trofismo;
essa, d’altra parte, può rappresentare il momento iniziale di un processo
degenerativo.
3. Alterazioni di natura traumatica.
Le lesioni corneali dovute a trauma, indipendentemente dalla loro natura, causano
dolore, fotofobia, lacrimazione e blefarospasmo e possono essere complicate da
infezioni secondarie.
Le lesioni superficiali, che interessano l’epitelio, si colorano con fluoresceina e
regrediscono in poche ore (per i processi di riepitelizzazione) senza lasciare
postumi cicatriziali. Le lesioni corneali profonde possono essere di tipo non
perforante e perforante. Le prime interessano l’epitelio, la membrana di Bowman e
lo stroma e possono manifestarsi senza o con perdita di sostanza, le seconde
producono sempre un’apertura totale del tessuto oculare, con perdita di continuità
anche nell’endotelio.
- Lesioni meccaniche: possono essere semplici abrasioni superficiali o lesioni
molto profonde e perforanti. I fattori eziologici di più comune riscontro sono:
colpi d’unghia, rami, arbusti, aghi, forbici, frammenti di vetro, esposizione
prolungata per apertura delle palpebre durante un intervento chirurgico, uso
inadeguato di lenti corneali, etc.
- Lesioni chimiche: le causticazioni corneo-congiuntivali da alcali e da acidi
rappresentano una delle urgenze oculistiche di più comune osservazione.
L’entità del danno dipende oltre che dal tipo e dalla concentrazione della
sostanza chimica responsabile, anche dalla durata del contatto col tessuto.
Le lesioni chimiche possono essere determinate da diversi agenti: metalli,
sostanze inorganiche, idrocarburi, lacrimogeni, agenti tensioattivi, anestetici,
ma gli acidi e gli alcali ne sono i maggiori responsabili.
Gli acidi hanno un potere di penetrazione limitato in quanto tendono a
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precipitare rapidamente le proteine tissutali, creando in questo modo una
barriera meccanica alla loro progressione. Pertanto agiscono solo nelle
prime ore del contatto causando un quadro clinico variabile da una lieve
irritazione congiuntivale ad una grave necrosi corneo-congiuntivale.
Gli alcali provocano delle lesioni più gravi in quanto penetrano nei tessuti in
modo rapido e progressivo, data la loro liposolubilità. Determinano una
necrosi coagulativa corneo-congiuntivale che spesso si accompagna ad una
violenta iridociclite.
- Lesioni tossiche: le sostanze chimiche organiche ed inorganiche ed alcuni
farmaci che vengono assorbiti per via generale (inalazione, ingestione, etc.)
possono determinare delle cheratocongiuntivopatie di diversa gravità oltre ai
disturbi a carico di altri apparati.
In ogni caso, tutte le alterazioni della cornea che provocano una distruzione
tissutale o una perdita di sostanza, vengono prontamente riparate da meccanismi
fisiologici che differiscono in parte da quelli di altri tessuti a causa della
avascolarità di questa membrana.
I principali processi fisiopatologici, che sono la conseguenza comune a tutte le
varie patologie corneali, sono: l’edema, la neovascolarizzazione e la
cicatrizzazione.
 Edema: è rappresentato da una alterazione dei normali processi fisiologici
che regolano il ricambio idrico ed assicurano la deturgescenza, provoca una
imbibizione del tessuto con ispessimento della cornea e perdita transitoria o
permanente della trasparenza.
L’epitelio e l’endotelio, giocano un ruolo fondamentale nel mantenimento
della normale idratazione e per questo è evidente che l’edema corneale derivi
essenzialmente da patologie che modificano le precipue caratteristiche
anatomo-funzionali di tali strutture limitanti.
L’edema epiteliale è in genere localizzato e superficiale, mentre l’edema
endoteliale è al contrario più diffuso e può interessare gli strati soprastanti
fino all’epitelio. Le capacità plastiche dell’endotelio sono sufficienti a riparare
lesioni di lieve entità, ma non un’area di rarefazione o di minus cellulare
18
troppo vasta. Le lacune del citomosaico endoteliale vengono infatti colmate
dal distendersi delle cellule circostanti, rimaste indenni, con un fenomeno di
slittamento piuttosto che da una loro riproduzione.
L’aspetto clinico dell’edema corneale varia in rapporto alla sede ed alla
estensione del processo morboso.
Nell’edema epiteliale si osserva una perdita della specularità della cornea la
cui superficie appare troppo opaca. La lesione istologica elementare è
costituita da un rigonfiamento idropico intra ed extra cellulare e dalla
presenza di piccole vescicole intercellulari che fondendosi possono dar luogo
alla formazione di grosse bolle.
L’edema dello stroma determina invece un riflesso bianco-grigiastro
localizzato o diffuso ed altera la fine architettura fibrillare, dando origine ad
ampie lacune negli spazi interlamellari.
L’edema endoteliale rende l’endotelio ondulato per la presenza di numerose
zone di rigonfiamento e di vescicole. L’esame istologico dimostra un edema
interstiziale ed intracellulare, scomparsa delle membrane cellulari,
vacuolizzazione citoplasmatica, talora picnosi del nucleo.
I sintomi soggettivi dell’edema corneale sono rappresentati dalla diminuzione
del visus, talora dal dolore e variano in rapporto alla gravità della lesione.
 Neovascolarizzazione: la formazione di neovasi a livello corneale
rappresenta sempre una reazione di difesa ad eventi patologici di varia
natura (generali o locali). Si tratta di una risposta fisiopatologica, con finalità
trofiche e rigenerative, ad uno stimolo anomalo.
Il processo di neovascolarizzazione può essere riassunto in tre fasi: lesione
della cornea, flogosi ed edema del tessuto, neoformazione vasale. I vasi
neoformati si sviluppano nell’ambito dell’area colpita dal primo evento
patologico e possono quindi estendersi sia in superficie che in profondità.
Nella neovascolarizzazione superficiale istologicamente si repertano arterie,
vene e capillari la cui esatta localizzazione è, il più delle volte, al di sotto
dell’epitelio, raramente intraepiteliale.
Le neovascolarizzazioni interstiziali e profonde, invece, presentano
istologicamente arterie e vene con pareti sottili formate da un solo strato di
cellule endoteliali. La loro sede è in genere tra i 2/3 anteriori ed il 1/3
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posteriore del parenchima o subito al davanti della membrana di Descemet
nello pseudopanno.
 Cicatrizzazione: il processo di cicatrizzazione è influenzato dalle
caratteristiche della lesione ed è sicuramente più problematico in presenza di
ulcerazioni settiche. Ha inizio sempre a livello epiteliale non solo per danni
superficiali limitati a questo strato, ma anche nel caso di un interessamento
del parenchima. Esiste cioè una interazione dell’epitelio nella guarigione
delle lesioni stromali che può esemplificarsi nella formazione di un “tappo
epiteliale”, necessario alla regolare evoluzione dei successivi fenomeni di
rigenerazione del collageno.
Le semplici ferite od abrasioni epiteliali vengono riparate rapidamente grazie
anche alla spiccata attività mitotica degli elementi cellulari in questa sede. In
realtà al momento del trauma avviene una temporanea interruzione del
meccanismo fisiologico di desquamazione cellulare superficiale ed uno
slittamento e migrazione delle cellule adiacenti integre nell’area lesa. Il
blocco cessa al completo ricoprimento della zona di minus e la rigenerazione
degli elementi epiteliali assicura il ripristino delle normali caratteristiche
strutturali.
Le lesioni dello stroma, la cui guarigione ottimale è di massima importanza
per il mantenimento della trasparenza corneale, sono seguite da un processo
di cicatrizzazione che si realizza mediante la sintesi di nuovo collageno e
sostanza fondamentale da parte di fibroblasti la cui origine è controversa.
Le fibre collagene neoformate, inizialmente grossolane e disposte
irregolarmente, tendono ad uniformarsi alle caratteristiche di quelle normali
per ripristinare la regolare struttura dello stroma.
A differenza della Bowman, che non si ricostituisce, le rotture della
membrana di Descemet vengono sostituite da una nuova membrana jalina
elaborata dalle cellule endoteliali.
Per quel che riguarda infine il foglietto endoteliale, nell’uomo, le aree di
minus vengono colmate da uno slittamento delle cellule integre piuttosto che
dalla loro riproduzione per mitosi.
Gli esiti cicatriziali di una lesione corneale sono in stretto rapporto con l’entità
del danno, la sua localizzazione superficiale o profonda, la gravità e la durata
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dell’evento patologico.
Se l’alterazione è epiteliale la sua completa guarigione garantisce il ripristino
della perfetta specularità e trasparenza della membrana, ma qualora siano
stati coinvolti gli strati sottostanti residuano solitamente delle sequele
sottoforma di cicatrici più o meno dense ed opache (Miglior,1999).
3. Trattamenti per la riepitelizzazione corneale
Normalmente l’epitelio corneale guarisce spontaneamente in 48-72 ore, ma in
alcune condizioni come il diabete mellito o nei portatori di lenti a contatto, ad
esempio, questo processo può richiedere tempi più lunghi. In tal modo le soluzioni
di continuità dell’epitelio corneale espongono la cornea ad una serie di possibili
complicanze come l’infezione secondaria, l’infiammazione e la progressione della
lesione verso quadri più gravi, influendo negativamente, oltre che sull’esito
cicatriziale, anche sulla sintomatologia dolorosa del paziente.
La rapida ed ottimale riparazione dell’epitelio corneale è, pertanto, uno dei
principali obiettivi dell’oftalmologo in caso di traumi, processi infiammatori,
distrofico-degenerativi ed interventi chirurgici.
Di seguito una breve revisione delle più importanti proposte terapeutiche:
- aminoacidi: questa terapia consiste nell’implementazione dietetica o topica
oculare con aminoacidi. Queste molecole agiscono come substrati fondamentali
nei processi di sintesi proteica necessari al metabolismo cellulare, mettendo il
tessuto leso nelle migliori condizioni per espletare i normali processi riparativi
(Rusciano et al., 2009).
Vinciguerra et coll. (2002) hanno osservato un significativo miglioramento della
riepitelizzazione corneale dopo interventi chirurgici per la correzione della
miopia in pazienti trattati con aminoacidi essenziali per via sistemica, sia
riguardo la velocità che la qualità della riparazione epiteliale (in commercio per
esempio esiste Aminoftal compresse).
Gli aminoacidi potrebbero essere anche somministrati localmente mediante
colliri (Rusciano et al., 2009); tuttavia esistono pochi dati in letteratura a
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sostegno di questo utilizzo.
- EGF (Fattore di Crescita Epidermico): è riconosciuto che per una ottimale
guarigione delle ferite, particolarmente critiche sono la migrazione e la
proliferazione cellulare, che sono guidate da fattori di crescita rilasciati dalle
cellule epiteliali corneali nella sede della lesione (Yu et al., 2010). Di particolare
importanza tra i fattori di crescita è il ruolo del fattore di crescita epidermico
(EGF) che agisce attraverso il legame a specifici recettori (EGFR). Il blocco di
questi recettori, blocca il processo di guarigione, inclusa la migrazione e la
proliferazione cellulare.
Marquez et al. (2011) riesaminando i più recenti lavori in merito all’uso di gocce
oculari contenenti fattori di crescita epidermico ricombinante umano (hrEGF),
ne prospetta un uso di prima scelta in numerosi difetti epiteliali in un futuro a
medio lungo termine.
In un altro studio vengono saggiate lenti a contatto impregnate con hrEGF, con
soddisfacenti risultati preliminari (Holland et al., 2012).
- Membrana amniotica: il trapianto di membrana amniotica (AMT) umana può
essere considerato uno dei maggiori nuovi sviluppi nella chirurgia della
superficie oculare. Sebbene il primo uso oftalmologico della membrana
amniotica sia documentato in letteratura internazionale agli inizi del 1970, l’AMT
è stato utilizzato in un largo numero di pazienti soltanto dal 1995 e con risultati
promettenti.
La parte della membrana amniotica che viene utilizzata è la parte più interna,
prelevata in condizioni sterili a seguito di un taglio cesareo. Istologicamente è
una membrana multistrato e presenta uno spessore da 0.02 a 0.5 mm.
Studi clinici suggeriscono che l’AMT promuove l’epitelizzazione e la
differenziazione della superficie oculare, inoltre produce una riduzione
significativa dello stato infiammatorio riducendo l’espressione di varie citochine
pro-infiammatorie: dall’epitelio e dallo stroma amniotico sono infatti rilasciati i
più importanti fattori di crescita che promuovono la guarigione delle ferite, quello
epidermico e quello dei cheratociti, e citochine anti-infiammatorie, come ad
esempio antagonisti dei recettori per l’interleuchina-10 e l’interleuchina-1.
L’AMT viene consigliato nei seguenti casi:
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• difetto epiteliale persistente con ulcerazione corneale;
• ricostruzione della congiuntiva;
• ustioni chimiche acute;
• rimozione delle lesioni epiteliali o subepiteliali (cicatrici, tumori);
• cheratopatia bollosa dolorosa;
• parziale o totale carenza di cellule staminali limbari. (Meller et al., 2011)
- Lisato piastrinico: in seguito all’applicazione su una lesione, determina la
liberazione in loco di una grande quantità di fattori di crescita e di altri mediatori
chimici coinvolti nei processi di rigenerazione tissutale. Vecchio et al. (2010)
hanno somministrato il lisato piastrinico per il trattamento di ulcere corneali
causate da cheratiti neurotrofiche e di traumi chimici o fisici a livello epiteliale e
stromale in pazienti che non rispondevano alla terapia convenzionale; i risultati
sono stati soddisfacenti in termini di rigenerazione e guarigione di entrambi i
tessuti.
Sandri et al. (2012) hanno presentato uno studio sullo sviluppo di gocce oculari
mucoadesive e termosensibili per mantenere e prolungare il tempo di contatto
del lisato piastrinico con l’ulcera corneale; i veicoli sterili erano costituiti da
condroitin solfato sodico e idrossipropilcellulosa. I test in vitro di proliferazione e
guarigione  (usando cellule epiteliali corneali di coniglio) hanno mostrato che le
formulazioni aumentano la crescita cellulare.
Lisato piastrinico autologo è stato impiegato anche su 40 pazienti con ulcere
corneali inattive che non rispondevano alla terapia topica convenzionale (Alio et
al., 2007). I risultati hanno dimostrato che il lisato piastrinico autologo promuove
la guarigione delle ulcere corneali inattive anche in occhi minacciati dalla
perforazione corneale; le guarigioni inoltre erano accompagnate da una
riduzione del dolore e dell’infiammazione.
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3.1 Lisato piastrinico
Il lisato piastrinico è ricco di una grande quantità di fattori di crescita e di altri
mediatori chimici coinvolti nei processi di rigenerazione tissutale.
Il principale fattore di crescita è il PDGF (Platelet Derived Growth Factor), una
citochina sintetizzata da diversi tipi di cellule, immagazzinata nelle piastrine e
rilasciata sotto l’influenza di specifici stimoli. Esso esplica azione mitogena ed
angiogenica e regola l’azione degli altri fattori che sono:
- TGF ß (Trasforming Growth Factor-ß) con azione chemotattica, di stimolazione
dei fibroblasti e degli osteoblasti e inibente sugli osteoblasti;
- IGF I e II (Insulin Like Growth Factor I and II) con azione prevalente sugli
osteoblasti;
- EGF (Epidermal Growth Factor) con azione stimolante sulle cellule epiteliali e
mesenchimali;
- il VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e il FGF (Fibroblast Growth
Factor), potenti fattori angiogenici, con azione stimolante sulle cellule endoteliali.
A livello oculare, la cornea reagisce ad un danno con il rilascio di numerose
sostanze, tra cui citochine, fattori di crescita (GF), proteasi e neuropeptidi, al fine
di ripristinare la sua integrità anatomica (riepitelizzazione, riparazione stromale e
reinnervazione).
Da un punto di vista temporale, la riepitelizzazione è il primo processo che avviene
grazie alla stimolazione della proliferazione, migrazione e differenziazione del
tessuto circostante. Questo processo viene iniziato e controllato mediante il
rilascio di fattori solubili da parte dello stesso epitelio, dei cheratociti e della
ghiandola lacrimale, quali la fibronectina, il fattore di crescita piastrinico,
l’interleuchina 6 ad azione stimolante, il fattore di crescita epatocitario, il fattore di
crescita tumorale ß con attività inibente.
Un’alterazione dell’equilibrio tra fattori inibenti e stimolanti determina l’insorgenza
di complicanze ed è quindi fondamentale ottenere una rapida e corretta
riepitelizzazione, in quanto i fattori rilasciati dall’epitelio danneggiato influiscono
anche sullo stroma, determinando un aumento dell’apoptosi dei cheratociti, la loro
attivazione, migrazione e il deposito di fibrille di collagene. Dopo una prima fase di
mortalità dei cheratociti per apoptosi, si ha la proliferazione, attivazione e
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migrazione cellulare indotta principalmente da TGF-ß, PDGF e i TNF-α ed infine la
fase di rimodellamento tissutale con formazione di nuova matrice extracellulare
(collagene, laminina, tenascina) e sua degradazione. Un equilibrato bilancio tra
deposizione e degradazione della matrice extracellulare è alla base della
formazione di un tessuto trasparente (Vecchio et al., 2006).
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Parte
sperimentale
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4. Scopo della tesi
Lo scopo della presente tesi è stato la preparazione di matrici liofilizzate in grado
di migliorare l’applicabilità oftalmica e di prolungare il tempo di conservazione del
lisato piastrinico.
Le ricerche svolte in questo lavoro di tesi hanno riguardato una parte formulativa
ed analitica ed una parte biologica eseguita in vitro.
La prima parte ha consistito nella messa a punto della formulazione delle matrici a
base di polimeri di origine sintetica (polivinilpirrolidone e acido poliacrilico) e
contenenti la opportuna dose di lisato piastrinico e nella loro preparazione
mediante un processo controllato di liofilizzazione. Le dispersioni polimeriche
preparate e le matrici da queste ottenute sono state caratterizzate dal punto di
vista tecnologico valutando:
- pH;
- osmolalità;
- comportamento reologico mediante misure di viscosità;
- il diametro idrodinamico dei polimeri impiegati mediante analisi in Dynamic
Light Scattering (DLS);
- i picchi endotermici ottenuti dall'analisi calorimetrica a scansione
differenziale (DSC);
- tempo di reidratazione (ricostituzione).
Le matrici ottenute sono state anche sottoposte ad un processo di sterilizzazione
con raggi .
Le matrici sono state quindi sottoposte alle prove biologiche.
Gli studi biologici in vitro hanno riguardato la valutazione della proliferazione e
migrazione cellulare su una coltura di cellule epiteliali corneali trattate con lisato
piastrinico.
5. Materiali
 Acido poliacrilico (PAA) (Carbopol® 980, BF Goodrich Company, Olanda);
 Polivinilpirrolidone (PVP) (Kollidon® 90F, Basf, Germania);
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 Lisato piastrinico;
 Mannitolo (Carlo Erba, Italia);
 Lattosio (Carlo Erba, Italia).
5.1 Acido poliacrilico
L'acido poliacrilico è un polimero sintetico presente in commercio a vari pesi
molecolari. I gruppi carbossilici dello scheletro polimerico degli acidi acrilici sintetici
sono responsabili di molte caratteristiche dei prodotti, come l'interazione con le
glicoproteine del muco (Hosmani et al., 2006). Il Carbopol 980® è un acido
poliacrilico utilizzato in campo farmaceutico, è un efficiente viscosizzante ed è
ideale per preparare geli idroalcolici e trasparenti. Trova applicazione anche in
campo cosmetico nella preparazione di creme e shampoo.
5.2 Polivinilpirrolidone
Il polivinilpirrolidone è ottenuto dalla polimerizzazione radicalica di N-
vinilpirrolidone:
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E’ solubile in acqua e in altri solventi polari. Si presenta come una polvere fine e di
colore bianco che assorbe facilmente acqua, fino al 40% del suo peso ed in
soluzione ha eccellenti proprietà bagnanti e filmogene.
Il tipo Kollidon® 90F è usato come viscosizzante nelle preparazioni oftalmiche allo
scopo di aumentare il tempo di ritenzione del formulato a livello corneale e
conferire al prodotto maggiori proprietà idratanti e lubrificanti.
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6. Metodi
6.1 Preparazione del lisato piastrinico
Il lisato piastrinico è stato ottenuto da campioni di sangue prelevati da conigli albini
New Zealand del peso di 2.5-3.0 Kg mantenuti in condizioni di stabulazione
standard. I campioni sono stati centrifugati per 5 minuti alla velocità di 1500 rpm
(IEC MicroCl 17, Thermoelectron  Corporation,  Germania) e il surnatante è stato
raccolto e congelato a -18°C fino all’utilizzo.
6.2 Preparazione delle formulazioni
I polimeri utilizzati per la preparazione delle matrici sottoposte a studi tecnologici e
biologici sono stati: PVP e PAA.
Per ogni polimero sono state preparate delle dispersioni alle concentrazioni (%
p/p) riportate nella tabella 1. La formulazione a base di PVP è stata preparata in
tampone fosfato Sørensen (66.7 mM) a pH 7.0. La formulazione a base di PAA è
stata preparata in acqua di grado Milli-Q ed il polimero è stato neutralizzato con
NaOH.
Una volta terminata la preparazione, le dispersioni polimeriche sono state lasciate
in frigorifero per almeno 48 ore prima di ogni loro ulteriore utilizzo.
Per l’ottenimento delle matrici solide 100 μl di ciascuna dispersione polimerica (M-
PVP e M-PAA), eventualmente addizionati di 50 l di lisato piastrinico per ottenere
le matrici medicate (M-PVP/LP e M-PAA/LP), sono stati posti in appositi pozzetti in
polipropilene per essere sottoposti ad un processo di liofilizzazione (Advantage
2.0 VirTis) nelle seguenti condizioni operative:
• congelamento: è stato effettuato ad una temperatura di -36°C (0,7°C/min),
seguito da una fase di extra freeze a -36°C per 10 minuti, ad una pressione di
400 Torr;
• essiccamento primario: si compone di 4 step:
- step 1: -25°C in 360 minuti a 100 mTorr (1,8°C/h);
- step 2: -10°C in 240 minuti a 100 mTorr (3,75°C/h);
30
- step 3: + 5°C in 420 minuti a 100 mTorr (2,1°C/h);
- step 4: +25°C per 240 minuti a 100 mTorr.
• essiccamento secondario: si effettua a +27°C per 120 minuti a 50 mTorr.
Le matrici così ottenute sono state caratterizzate misurando il tempo di
reidratazione (ricostituzione della dispersione polimerica) e le dispersioni ottenute
sono state a loro volta caratterizzate.
Alcune delle matrici polimeriche ottenute dal processo di liofilizzazione, sono state
spedite alla Gammarad Italia, dove sono state sterilizzate con raggi  alla dose di
25 kGy.
Le matrici sterilizzate sono state caratterizzate misurando gli stessi parametri
valutati per le matrici dopo il processo di sola liofilizzazione.
6.3  Caratterizzazione delle dispersioni polimeriche
6.3.1 pH e osmolalità
Le dispersioni polimeriche sono state sottoposte a misure di pH mediante pH-
metro digitale (Orion Research) ed il loro valore di osmolalità è stato controllato
mediante osmometro (Roebling).
6.3.2 Analisi reologica
Le misure reologiche sono state effettuate mediante viscosimetro rotativo
(Rheostress RS 1, Haake) utilizzando corpi di misura piastra/cono (P61 e C60/4)
ad una temperatura costante di 25°C.
I reogrammi sono stati eseguiti per valori di gradiente di velocità compresi tra 0 e
200 sec-1 e dai grafici ottenuti è stata valutata la correlazione tra sforzo di taglio ()
e gradiente di velocità (D) mediante elaborazione matematica operata con il
software Rheowin.
Per la formulazione PAA, che esibisce un comportamento reologico di tipo
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pseudoplastico, la viscosità è stata calcolata come viscosità apparente (η')
applicando l’equazione di Ostwald (legge della potenza):
 = η'DN dove,
η' = viscosità apparente
N = indice di flusso, il quale è 1 per i fluidi newtoniani.
6.3.3  Analisi dimensionale
Le misurazioni dei diametri idrodinamici dei polimeri allo studio sono state
effettuate mediante Dynamic Light Scattering (DLS) utilizzando lo strumento
Coulter® N4 Plus submicron particle sizer (Coulter Corporation) provvisto di un
laser He-Ne (λ=632,8 nm); l'apparato sperimentale utilizzato è costituito da una
parte meccanico-ottica di rivelazione ed una elettronica di controllo ed
elaborazione (software N4 Plus). I campioni sono stati analizzati in cuvette di
polistirene; prima di ciascuna analisi lo strumento è stato impostato con i dati
relativi a: i valori di viscosità (0,8871) e indice di rifrazione (1,330) del mezzo
disperdente (acqua); la temperatura (25°C) e il numero di ripetizioni per ciascuna
analisi (3). Le concentrazioni dei vari polimeri sono state preparate per poter
rientrare nel range di intensità di misura di 5 • 104 – 1 • 106 counts per second
(cps). Le concentrazioni dei campioni sottoposti ad analisi sono riportate in tabella
2.
Le diluizioni sono state lasciate in frigorifero per non meno di 24 ore prima del loro
utilizzo, dopodichè sono state mantenute per 30 minuti in bagno a ultrasuoni
(Sonica® mod. 2200 ETH, Soltec®). Successivamente il campione è stato
introdotto in cuvetta di polistirene operando sotto cappa a flusso laminare nella
maniera seguente:
• la cuvetta ed il relativo tappo sono stati lavati con acqua milli-Q filtrata con un
filtro in acetato di cellulosa con pori di 0,22 μm;
• la cuvetta è stata riempita sino al punto indicato dopo essere stata avvinata,
con la soluzione polimerica filtrata con lo stesso tipo di filtro utilizzato
precedentemente.
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Tutte le acquisizioni dei dati sono state condotte impostando:
• angolo di misura: 90°
• run time: 200 secondi
• tempo di equilibrazione: 60 minuti
• range di misura: min 1 nm, max 5000 nm, bins 25.
Il software di elaborazione dati applica una correlazione CONTIN per ottenere la
distribuzione dei diametri idrodinamici dei polimeri dispersi.
A titolo esemplificativo in fig. 4 è mostrato un istogramma relativo ad un’analisi
effettuata.
6.3.4 Analisi calorimetrica a scansione differenziale
Le analisi sono state effettuate con il calorimetro Pyris DSC 6 (Perkin Elmer) ed il
relativo software è stato utilizzato per l’acquisizione e la rielaborazione dei dati.
L’analisi calorimetrica è stata eseguita su:
a. dispersioni polimeriche (PVP e PAA);
b. dispersioni polimeriche ottenute per reidratazione di M-PVP e M-PAA;
c. lisato piastrinico;
d. lisato piastrinico liofilizzato e reidratato;
e. dispersioni polimeriche ottenute per reidratazione di M-PVP/LP e M-
PAA/LP .
Le condizioni della scansione sono state:
 flusso di azoto: 20 mL/min;
 temperatura iniziale: -50°C;
 temperatura finale: +150°C;
 velocità di scansione costante: 2°C/min.
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6.4  Caratterizzazione delle matrici polimeriche
6.4.1 Tempo di reidratazione
Le matrici polimeriche liofilizzate sono state addizionate della quantità di acqua
sublimata ed è stato misurato il tempo che esse hanno impiegato per reidratarsi.
Come punto finale è stato considerato l'assenza di tracce di solvente libero e la
completa idratazione della matrice polimerica. Il processo è stato seguito con un
microscopio digitale che ha permesso di raccogliere ed analizzare le immagini.
6.5 Test di migrazione e proliferazione cellulare
Il test è stato eseguito su una linea cellulare di cellule epiteliali corneali umane
(HCE, Riken Bank) che sono state fatte crescere in un mezzo di crescita cellulare
avente la seguente composizione: Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM)
arricchito con Ham’s nutrient F12 (1:1), L-glutamina (1% v/v, 2mM), penicillina
(100UI/ml), streptomicina (0.1 mg/ml), amfotericina B (0.25 μg/ml), siero fetale
bovino (15% v/v), insulina (5 μg/ml), fattore di crescita epidermico (10 ng/ml). Le
cellule sono incubate a 37°C, in atmosfera satura di umidità e con il 5% di CO2.
Per gli esperimenti HCE sono state seminate su piastre di Petri (-Dish Ibidi) in cui
è presente un inserto. L’inserto è costituito da 2 camere con un area di crescita
ciascuna di 0.22 cm2 divise da un setto che occupa uno spazio tra le cellule di
500±50 μm (fig. 5).
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Fig. 5 - μ-Dish Ibidi
HCE sono state seminate alla concentrazione di 3∙105 cellule/ml, 70 l in ciascuna
camera; dopo 24 ore le cellule hanno raggiunto la confluenza e l’inserto è stato
rimosso, mostrando 2 aree cellulari separate da un’apertura di dimensioni precise.
La coltura è stata quindi mantenuta in condizioni di crescita diverse fino alla totale
chiusura dell’apertura. A tempi prefissati di 0, 2, 4, 6, 8, 24 ore dopo la rimozione
dell’inserto sono state eseguite microfotografie e le immagini sono state analizzate
mediante il software ImageJ (software di dominio pubblico sviluppato dal National
Institute of Mental Health, dipartimento del NIH) per determinare la dimensione
dell’apertura e da essa il percorso di migrazione cellulare. Alcune immagini
acquisite sono riportate, a titolo di esempio, in fig. 6.
HCE sono state mantenute in contatto con:
- mezzo di crescita (controllo positivo);
- mezzo di crescita senza siero fetale bovino (mezzo SS, controllo negativo);
- mezzo SS addizionato di: LP (15 % v/v); dispersione polimerica da M-PVP M-
PAA; dispersione polimerica da M-PVP/LP e M-PAA/LP; arabinogalattano (1.5
% p/v), come sostanza di riferimento per l’attività proliferativa.
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7. Risultati e discussione
Le caratteristiche delle dispersioni polimeriche PVP e PAA sono riportate in tabella
1. Le dispersioni sono state ottenute a pH neutro ed ad un valore di osmolalità
compatibile con la somministrazione oculare. La dispersione PAA presenta un
valore di osmolalità più elevato, 383 mOsmol/Kg, a causa della presenza di alte
quantità di mannitolo e lattosio, prodotti necessari per poter ottenere, dopo
liofilizzazione, una matrice di consistenza adeguata alla manipolazione.
In tabella 3 sono riportati i valori di viscosità delle dispersioni polimeriche
analizzate dopo la preparazione e dopo la ricostituzione da matrici liofilizzate e
matrici liofilizzate e sterilizzate (dati da un altro lavoro). Come può essere
osservato la dispersione a base di PVP, che presenta un comportamento
reologico di tipo newtoniano, mantiene un valore di viscosità pressoché costante
dopo la reidratazione delle matrici liofilizzate, anche dopo il processo di
sterilizzazione. Per quanto riguarda PAA, invece, il comportamento è molto
diverso: si osserva una drastica diminuzione dei valori di viscosità relativa della
dispersione iniziale (13209,91 mPa s), sia dopo il processo di liofilizzazione
(7058,30 mPa s) che dopo quello di sterilizzazione (1,97 mPa s). Questo risultato
è probabilmente dovuto a fenomeni di depolimerizzazione del prodotto a causa dei
trattamenti subiti, soprattutto per il trattamento con raggi gamma i quali possono
provocare la rottura delle catene polimeriche principali e secondarie e la loro
successiva ricombinazione casuale, o la generazione di legami trasversali, che
portano a molecole con peso medio inferiore a quello di partenza. Questo
fenomeno si ripercuote sicuramente meno sulla reologia di fluidi con
comportamento newtoniano rispetto a fluidi con comportamento di tipo
pseudoplastico.
I tempi di ricostituzione delle dispersioni polimeriche dalle matrici, riportati in
tabella 4, sono risultati compatibili con una somministrazione in vivo: circa 2 minuti
per le matrici a base di PVP e 4 minuti per quelle a base di PAA. Dai dati ottenuti
si può osservare  una tendenza all’allungamento dei tempi di reidratazione delle
matrici medicate, anche se questo incremento è poco significativo, nell’ordine di
10-20 s. Il processo di sterilizzazione sembra influenzare la struttura delle matrici,
in quanto si nota una diminuzione dei tempi di reidratazione dopo la
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sterilizzazione, tempi che risultano quasi dimezzati: da 243,34±7,57 a 175,00±8,89
s per M-PAA e da 102,34±7,37 a 51,00±5,57 s per M-PVP. Contrariamente ai dati
reologici, i tempi di reidratazione indicano che qualcosa cambia anche nella
struttura di M-PVP dopo il processo di sterilizzazione. È presumibile che le
modifiche conseguenti all’irraggiamento non riguardino tanto la struttura del
polimero quanto quella della matrice stessa; si potrebbe avere una dilatazione
della struttura con conseguente aumento delle dimensioni dei pori e quindi un’area
superficiale specifica più elevata disponibile per il contatto con il solvente.
I due polimeri impiegati hanno mostrato avere diametri idrodinamici delle molecole
estremamente diversi, 51,24±17,65 e 2056,95±821,53 nm rispettivamente per
PVP e PAA (tabella 5). Queste differenze potrebbero spiegare le diverse
caratteristiche reologiche delle dispersioni polimeriche ed i diversi tempi di
reidratazione delle matrici. Molecole con diametro idrodinamico elevato formano
grovigli molto più complessi rispetto a molecole più piccole, risultando in valori di
viscosità più elevati e tempi di ricostituzione più lunghi. I dati ottenuti dimostrano
che non vi sono cambiamenti nel diametro idrodinamico medio dei polimeri dopo il
processo di liofilizzazione e quello di sterilizzazione. Questo è piuttosto verosimile
considerando che i polimeri presentano dimensioni molecolari (PM) estremamente
disperse e che il dato ottenuto per DLS è un dato medio rappresentativo delle
popolazioni molecolari più significative del polimero.
La calorimetria a scansione differenziale era stata impiegata nel tentativo di
caratterizzare ulteriormente le matrici polimeriche ed il lisato piastrinico.
Dai termogrammi delle due dispersioni polimeriche (figg. 7 a-d), PVP e PAA, è
possibile evidenziare il picco di fusione dovuto all’acqua (intorno a 0 °C) ed un
ulteriore picco che potrebbe corrispondere alla fusione del polimero. E’ comunque
evidente la similitudine di temperatura e forma di tale picco fra le due diverse
sostanze, tale da far ritenere che questo non sia significativo. Tale profilo è
replicato per il lisato piastrinico e per tutte le combinazioni di prodotti (polimero e
LP) analizzate (figg. 7 e-h).
Dai termogrammi ottenuti è stato possibile ricavare alcune informazioni, ma questi
non sono risultati utili per caratterizzare il LP e le matrici polimeriche, medicate e
non.
Il test di proliferazione e migrazione cellulare è stato effettuato come test indicativo
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della velocità di guarigione di una ferita superficiale corneale. Il presupposto del
saggio è che le sostanze che accelerano la riduzione dell’apertura fra le due aree
cellulari siano sostanze in grado di accelerare la guarigione di lesioni dell’epitelio
corneale.
I risultati dei saggi biologici sono riportati in tabella 6 ed in forma grafica in fig. 8,
come riduzione dello spazio di apertura fra le due aree cellulari nel tempo,
rappresentante lo spazio e la velocità di migrazione cellulare.
Dai risultati è evidente che la sottrazione del siero fetale bovino dal mezzo di
crescita cellulare porta ad un rallentamento, seppure minimo, nella proliferazione e
migrazione cellulare. Tale effetto viene compensato se il mezzo di crescita SS
viene implementato con una uguale quantità di arabinogalattano. Questa sostanza
è infatti conosciuta per la sua attività di stimolo della proliferazione e migrazione
cellulare (Burgalassi et al., 2011).
Quando il mezzo di crescita SS viene implementato con una uguale quantità di LP
tale effetto non è visibile, anzi si assiste ad una diminuzione della velocità di
migrazione delle cellule sul fronte dell’apertura, (da 28,58±2,17 a 15,58±0,70
/h per mezzo SS e LP, rispettivamente). L’effetto del LP è invece evidente
quando questo è veicolato nella formulazione polimerica; l’aggiunta di M-PVP/LP e
M-PAA/LP al mezzo di crescita SS porta in ogni caso ad un incremento nella
velocità di chiusura dello spazio fra le aree cellulari e quindi del tempo stimato di
copertura completa dello spazio. Questo effetto, maggiormente evidente per M-
PVP/LP, la cui velocità di migrazione cellulare è paragonabile a quella ottenuta
con il mezzo di crescita arricchito con il siero fetale bovino, sembrerebbe
coadiuvato dalla presenza del polimero. È infatti noto che alcuni polimeri abbiano
la proprietà di facilitare l’adesione delle cellule al substrato e quindi di facilitarne il
processo di migrazione. PVP sembra presentare questa proprietà, non nota in
letteratura e quindi sicuramente da approfondire con ulteriori studi; il tempo
stimato di chiusura dello spazio fra le aree cellulari risulta paragonabile a quello
ottenibile con il mezzo di crescita cellulare completo (9,54 e 9,94 ore,
rispettivamente per mezzo di crescita e M-PVP).
In conclusione, LP sembra presentare un’attività sulla velocità di proliferazione
delle cellule che però necessitano di un ulteriore stimolo per l’adesione e quindi
per il processo di migrazione, stimolo impartito dal polimero impiegato nella
formulazione, in modo particolare da PVP.
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Studi futuri punteranno, oltre ad approfondire l’attività di PVP sulle cellule epiteliali
corneali, a mettere in evidenza l’attività proliferativa di LP con un saggio dedicato.
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Tabelle
 e
 grafici
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Formulazione Polimero(% p/p)
Mannitolo
(% p/p)
Lattosio
(% p/p) Solvente pH
Osmolalità
(mOsml/Kg)
PVP 3,0 2 / Tampone 6,96 280
PAA 0,2 5 2 H2O 6,79 383
Tabella 1: composizione e caratteristiche delle dispersioni polimeriche
Tabella 2: concentrazioni delle dispersioni polimeriche sottoposte ad
analisi DLS
Formulazioni
polimeriche Diluizioni Materiale di partenza
1:10
1:50
1:100PVP
1:150
1:50PAA 1:100
Dispersioni polimeriche preparate non
meno di 48 ore prima del loro utilizzo.
PVP 1:100
PAA 1:100
Dispersioni polimeriche ricostituite da
matrici liofilizzate, per aggiunta
dell'opportuna quantità di acqua.
PVP 1:100
PAA 1:100
Dispersioni polimeriche ricostituite da
matrici liofilizzate e sterilizzate, per
aggiunta dell'opportuna quantità di
acqua.
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Tabella 3: valori di viscosità delle dispersioni polimeriche
Tabella 4: tempi di reidratazione delle matrici allo studio (n = 3)
Diametro idrodinamico (nm) ± DS
Formulazione
Dispersione iniziale Dispersione daliofilizzato
Dispersione da
liofilizzato sterilizzato
PVP 51,24 ± 17,65 39,77 ± 19,56 33,10 ± 20,36
PAA 2056,95 ± 821,53 1486,00 ± 355,34 1922,97 ± 59,91
Tabella 5: diametri idrodinamici dei polimeri allo studio ottenuti mediante analisi
DLS (n = 3)
Viscosità (mPa•s)
Formulazione PRE
Liofilizzazione
Dispersione
ricostituita
POST
Liofilizzazione
Dispersione
ricostituita
POST
Sterilizzazione
Comportamento
Reologico
PVP 4,36 4,98 5,17 Newtoniano
PAA 13209,91 7058,30 1,97 Pseudoplastico
Tempi di reidratazione (s) ±  DS
Formulazione Dispersionericostituita POST
Liofilizzazione
Dispersione
ricostituita POST
Sterilizzazione
M-PVP 102,34 ± 7,37  51,00 ± 5,57
M-PAA 243,34 ± 7,57 175,00 ± 8,89
M-PVP/LP 137,67 ± 8,50 -
M-PAA/LP 272,00 ± 9,64 -
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Formulazioni
Migrazione dopo
6 ore
(m)±e.s.
Velocità di
migrazione
(m/h)±e.s.
Tempo di
chiusura
(h)
Mezzo di crescita 200,00 ± 2,50 33,79 ± 0,62 9,54
Mezzo SS 177,67 ± 32,05 28,58 ± 2,17 11,28
LP 100,83 ± 10,22 15,58 ± 0,70 20,70
M-PVP 194,17 ± 1,67 32,44 ± 0,93 9,94
M-PAA 66,67 ± 5,83 10,27 ± 0,50 31,40
M-PVP/LP 187,50 ± 12,00 32,05 ± 1,00 10,06
M-PAA/LP 190,00 ± 14,17 29,66 ± 1,58 10,87
Arabinogalattano 213,75 ± 7,08 33,57 ± 1,30 9,61
Tabella 6: risultati del test di proliferazione e migrazione cellulare
Fig. 4: rappresentazione grafica dell'analisi DLS della
dispersione di PAA 0.2% diluizione 1:100
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(a)   (b)
Fig. 6: microfotografie di HCE messe in contatto con (a) PVP/LP e con (b) LP ai
tempi di 0, 2, 4 e 6 ore
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Fig. 7a
Fig. 7b
Fig. 7c
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Fig. 7d
Fig. 7e
Fig. 7f
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Fig. 7g
Fig. 7h
Fig. 7: termogrammi della (a) dispersione polimerica di PVP, (b)
dispersione polimerica di PAA, (c) dispersione ricostituita da M-PVP, (d)
dispersione ricostituita da M-PAA, (e) lisato piastrinico, (f) lisato
piastrinico liofilizzato e reidratato, (g) dispersione ricostituita da M-
PVP/LP, (h) dispersione ricostituita da M-PAA/LP
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Fig. 8: velocità di migrazione cellulare con i diversi trattamenti praticati.
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